リン脂質二重膜小胞に再構成したチトクロムc酸化酵素の共鳴ラマン分光法による研究 by 野村 高志
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ΔµH+ : proton motive force、プロトン駆動力
ΔΨ : membrane potential、膜電位
ΔpH : proton gradient、プロトン濃度勾配
Asc : ascorbic acid、アスコルビン酸
CcO  :  cytochrome c oxidase、チトクロムc酸化酵素
CL :  cardiolipin 
COV :  cytochrome c oxidase reconstituted in phospholipid vesicles
FCCP : carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone
PC :  L-α-phosphatidylcholine
PE :  L-α-phosphatidylethanolamine
RCR : respiratory control ratio、呼吸調節率


















電子伝達系はミトコンドリア内膜  (細菌では細胞膜) に存在し、NADH dehydrogenaseで解糖系、クエ
ン酸回路によって生じた NADHから電子を得ることから始まる。NADH dehydrogenase、bc1 complex、 
CcO (cytochrome c oxidase) のそれぞれの複合体で電子伝達に共役したプロトンポンプによりプロトンを
マトリクス側から膜間腔側へ輸送する。最終的に末端の CcOにより電子は酸素に渡り、酸素は水に還元
される。電子伝達反応に共役するプロトンポンプにより生成したプロトン駆動力  (膜電位とプロトン濃































       










から遊離された電子はNADH dehydrogenase、bc1 complex、Cytochrome c (cyt.c) 、Cytochrome c Oxidase
(CcO) を経て分子状酸素まで伝達される。それぞれの複合体がプロトンをポンプし、 ΔµH+を発生する。 













   









Cytochrome c Oxidase (CcO)  
CcOは電子伝達系の末端酵素で、分子状酸素を水にまで還元し、それと共役してプロトンをポンプす
る。この酵素のプロトンポンプ機能は1977年にMarten K. F. Wikstromによりラットのミトコンドリアを




CcOはX線結晶構造解析[9, 10] により、その酸化還元部位に2つのhemeと2つのcopper siteを持っている
事がわかっている。ミトコンドリアの CcOは2つのheme Aを補欠分子として持っており、その構造は 2位
に長いアルキル側鎖、 8位に電子求引性のホルミル基がある。CcOのhemeのうち一方は2つのヒスチジ
ンが配位し、もう一方はヒスチジンが 1つだけ配位している。前者を heme a (Figure 0-2左側) と呼び、プ
ロトンポンプを駆動すると提唱されている。後者は heme a3 (Figure 0-2右側) と呼び、O2、及び呼吸阻害




フォメーション変化の模式図を Figure 0-3[10] に示す。左から酸化型、 COもしくは NO結合型、完全還元




CcOの反応サイクルは共鳴ラマン分光法により詳細に調べられており [12-15] 、Figure 0-4のように示さ










Figure 0-2  
CcOの活性中心[2EIJ] 
左側をheme aと呼び、プロトンポンプを駆動すると提唱されている。右側は heme a3と呼び、O2、及

























Cytochrome c Oxidase Reconstituted in Phospholipid Vesicles (COV)  
CcOへのΔµH+の影響を研究するにあたり、CcOをFigure 0-5のようにリン脂質二重膜小胞に再構成した 
Cytochrome c Oxidase Reconstituted in Phospholipid Vesicles (COV) を用いて研究を行った。 COVではCcO
が膜中に存在することから、その酸素還元反応によるプロトンポンプで発生したΔµH+の影響を受け
る。この系を用いることで、 CcOのミトコンドリア中における振る舞いにより近いものが観測される。 
COVの調製は1972年Hinkleらにより発表[18] された方法を元に行われてきた。 COVを用いた研究はS. 
Papaら[19] によりプロトンポンプはどのタイミングで起こるのか等、化学量論に基づいた生化学的な研













呼吸調節率 (RCR)  
COVを用いて、適当なイオノフォアにより ΔΨ、ΔpHの制御を行うと呼吸調節を観測することができ




速度の比を呼吸調節率 (RCR) と呼び、COVの質を評価できる。[25] 
Figure 0-6に呼吸調節率を計算する時に用いるチャートを示す。これは還元型 cyt.cの550 nmの吸光度
を観測し、cyt.cがCOVに電子を奪われて酸化型になっていく様子をモニタしている。この傾きは電子伝
達速度を表しており、 COV添加後からイオノフォア添加までの電子伝達速度を V1、ValinomycinとFCCP
を添加し、ΔΨ及びΔpHを解消した後の電子伝達速度の初速度をV2とすると、 RCRは式 (1) のように表
される。
RCR=V2/ V1 ････ (1) 
Figure 0-6 
還元型cyt.cの550 nmにおける吸光度の時間変化
黒 : COV、赤 :可溶化CcO。
還元型cyt.cの550 nmの吸光度を観測し、cyt.cがCOVに電子を奪われて酸化型になっていく様子をモニ




















次に分子が振動数νで振動している場合を考える (Figure 0-8) 。振動数νは入射光の振動数ν0よりずっと
小さいとする。電子雲の動きは非常に速いため原子核の動きに追随する。そこへ光が相互作用すると、








過程は二光子過程であり、励起と散乱は同時に起きる。ラマン分光法では入射光 (ν0) と散乱光 (ν0±ν) の






























   
   
 


















Avanti社製のクロロホルムで溶解された PC (L-α-Phosphatidylcholine (Egg, Chicken) ) 、PE (L-α-
Phosphatidylethanolamine (Heart, Bovine) ) 、CL (Cardiolipin (Heart, Bovine-Disodium Salt) ) を10 mg、1.6 
mg、1.6 mgの割合で分注したものを100 mlのナスフラスコに入れ、 Arガスを吹き付けながら底部に薄膜
を形成した。これを1時間乾燥させて1 mlの脂質溶解Buffer (100 mM HEPES-Na, 25 mM Cholic acid) を添
加し、気泡が出来ないように静かに手で振り素早く溶解した。この脂質懸濁液を0.2 µmのフィルター
(Cellulose Acetate Membrane Filters, ADVANTEC) を通して濾過した。脂質の懸濁液に CcO (終濃度1 µM) 
[26] を添加し5 ℃で5分間攪拌し、よく混合した。その後、Table 1-1に示す4種の透析Bufferで24時間透析
し酵素をリポソームに再構成した。透析終了後、直径10 mmのカラムに DEAE-Sepharoseを3 cm程度充填
し、陰イオン交換クロマトグラフィーにかけた  (ここで用いたBufferをTable 1-2に示す) 。カラムに透析
した溶液を添加し2 ml平衡化buffer、7 ml洗浄buffer、7 ml溶出bufferの順番で流した。これにより、逆向
きに再構成されたCOV、余分な脂質を取り除いた。その後、600 ml ラマン測定用 Buffer (2.5 mM
HEPES-Na (pH 7.4) , 49 mM KCl, 16 mM Sucrose, 80 mM Choline Chloride) で10分間の透析を3回行なった。
最後に、限外濾過膜 (UFP1 Millipore, TKK) を用いて、 Arガスを満たしたシリンジで加圧して濃縮した。 
Table 1-1  
透析Bufferの組成と時間
組成 時間 
200 ml 100 mM HEPES-Na (pH 7.4) 4 hour 
400 ml 10 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 27 mM KCl, 73 mM Sucrose 4 hour 
400 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose 12 hour 
400 ml 2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 250 mM Sucrose, 22.5 mM K2SO4 4 hour 
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平衡化buffer 2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 250 mM Sucrose, 22.5 mM K2SO4
洗浄buffer  5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 200 mM Sucrose, 45 mM K2SO4
溶出buffer  20 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 150 mM K2SO4
Method 2
PC、PE、CLを20 mg、3.2 mg、3.2 mgを混合し、Arガスを吹き付けながら底部に薄膜を形成した。こ
れを1時間乾燥させて3 mlの脂質溶解Buffer (100 mM HEPES-Na, 25 mM Cholic acid) で気泡が出来ないよ
うに静かに手で振り素早く溶解した。この脂質懸濁液を0.2 µmのフィルター (Cellulose  Acetate  
Membrane Filters, ADVANTEC) を通して濾過した。脂質の懸濁液に CcO (終濃度1 µM) を添加し5 ℃で5
分間攪拌し、よく混合した。脂質および脂質溶解Bufferの増量に伴いTable 1-3で示すように透析 Bufferの
体積を増やして合計 24時間透析し酵素をリポソームに再構成した。透析終了後、直径10 mmのカラムに 
DEAE-Sepharoseを3 cm程度充填し、陰イオン交換クロマトグラフィーにかけた  (ここで用いたBufferを 
Table 1-2に示す) 。カラムに透析した溶液を添加し 2 ml平衡化buffer、7 ml洗浄buffer、7 ml溶出bufferの
順番で流した。これにより、逆向きに再構成されたCOV、余分な脂質を取り除いた。その後、600 ml
ラマン測定用 Buffer (2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 49 mM KCl, 16 mM Sucrose, 80 mM Choline Chloride) で10
分間の透析を3回行なった。最後に分子量10万のメンブレンフィルター (Amicon Ultra Centrifugal Filter 
Device, MILLIPORE) で900×g、30分間の遠心を2回行い濃縮した。
Table 1-3  
透析Bufferの組成と透析時間  
組成 時間 
300 ml 100 mM HEPES-Na (pH 7.4) 4 hour 
600 ml 10 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 27 mM KCl, 73 mM Sucrose 4 hour 
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose 12 hour 
600 ml 2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 250 mM Sucrose, 22.5 mM K2SO4 4 hour 
Method 3

























300 ml 100 mM HEPES-Na (pH 7.4) 4 hour 
600 ml 10 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 27 mM KCl, 73 mM Sucrose 4 hour 
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose 12 hour 
600 ml 2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 250 mM Sucrose, 22.5 mM K2SO4 
+ 3 g CALBIOSORBTM Absorbent 4 hour
Method 4 
Method 3をベースに Table 1-5に示す通りover nightの透析前に更に2時間の透析を加えて再構成した。  
Table 1-5  
透析Bufferの組成と透析時間  
組成 時間 
300 ml 100 mM HEPES-Na (pH 7.4) 4 hour 
600 ml 10 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 27 mM KCl, 73 mM Sucrose 4 hour 
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose 2 hour 
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose 12 hour 
600 ml 2.5 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 250 mM Sucrose, 22.5 mM K2SO4 





測定用セルにCOV、アスコルビン酸  (終濃度25 mM) 、cyt.c  (終濃度 6.75 µM) の混合溶液を200 µlと
り、セプタムで蓋をし、パラフィルムで密閉した。気相を窒素ガス置換し、 10分間静置した後吸収スペ
クトルを測定した。吸収スペクトルを測定したらジチオナイト水  (調製方法は第四章に記す) を終濃度
が5 mMになるように添加し、吸収スペクトルを測定した。
還元型Cytochrome c (cyt.c) 調製
cyt.cの還元にはジチオナイトを用いた。約 60 mgのcyt.c (from Horse Heart, nacalai tesque) を500 µlのリ
ン酸ナトリウム Buffer (100 mM, pH 7.4) に溶解し、ジチオナイトを十分量加えた。その後、ラマン測定
用Bufferで平衡化したカラムに添加し、ラマン測定用 Bufferを流しゲル濾過 (Sephadex G-25f) をしてジチ
オナイトを除去し、還元型 cyt.cとした。濃度決定はFigure 1-1に示すような吸収スペクトルから 550 nm
の酸化還元吸光度差 (ε=18.5 mM-1cm-1) を用いて決定した。
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吸収分光器は日本分光株式会社製のV-630を用いた。光路長1 cmのキュベットにラマン測定用 Bufferに 
cyt.c  (終濃度20 µM) を添加して全量を 2 mlとした。COV (終濃度 約 2 nM) 、Valinomycin (終濃度 1.5 µ 
M) 、FCCP (終濃度 10 µM) の順で添加し、得られたFigure 6のようなチャートから RCRを求めた。
レーザー照射への耐性の確認
Method 2, 3, 4で調製されたCOVについてレーザー照射への耐性を調べた。 100 µlのCOVを一辺4.5 mm
のキュベットに取り、 441.6 nmのレーザーを60分間照射した。レーザーはラマンスペクトル測定時と同
様にf=100のシリンドリカルレンズで集光した。照射するレーザーのパワーはそれぞれ 0, 5, 10 mWで、 
























Method 1で調製されたCOVのRCRは15程度あり十分であったが、濃度が非常に低く (1 µM以下) 、量
も少ないためにラマンスペクトルの測定が困難であった。そこで濃度、収量の増加を目指して調製法を




す。Method 2のCOVはレーザー照射前はRCRが16.5と十分高い[18] [21] が、レーザー照射への耐性は殆ど
無く、10 mWのレーザー照射でRCRが大幅に低下した。Method 2で得られたCOVの最終透析Bufferを20 
m l程度取り、振り混ぜてみたところ  B u f f e rが泡立った。透析前の  B u f f e rは泡立たず、更に  
CALBIOSORBTM Absorbentを添加したMethod 3, 4では泡立つことがなかった。この事からMethod 2の最
終透析Bufferを振り混ぜて泡立った原因は透析により取り除くことが出来なかった界面活性剤(コール
酸)によるものであることが分かった。また、Method 4で得られたCOVのRCRは30以上とこれまで報告
されてきた COVより圧倒的に高い値を示した。[18, 20-23] Method 3、4を比較すると、Method 4のCOVの方
がMethod 3のCOVに比べてレーザー照射後にRCRが大きく低下している。しかし、 Method 3のCOVの
レーザー照射前のRCRより高い値 (20以上) を示していることから、本研究では Method 4により調製さ





Method 4で調製されたCOVはFigure 1-5で示すような直径 20-30 nm程度の均一なベシクルであった。こ
のCOV中のCcOの配向を確認するため、cyt.c還元した時とジチオナイト還元した時の吸収スペクトル












   
   
Table 1-6
各COVのレーザー照射 (60 min) 後のRCR
Laser power / mW 
RCR 
Method 
2 3 4 
0 16.5±4.1 (n=3) 18.5±4.3 (n=3) 35.8±4.8 (n=13) 
2 - - 26.3±1.7 (n=3) 
3 - - 26.7±2.1 (n=3) 
4 - - 25.6±2.8 (n=3) 
5 14±2.2 (n=3) 16.7±0.5 (n=3) 23.7±2.0 (n=4) 









 (赤) : Method 2、 (青) : Method 3、 (黒) : Method 4
それぞれ一時間のレーザー照射後に RCRを測定して得られた結果 (Table 1-6)を元に作成した。10 mW
のレーザー照射後、Method 2で得られたCOVのRCRは10以下になった。Method 3, 4はレーザー照射後も 
RCRが10以上を保っている。 RCRの低下率はMethod 4の方が大きいが、10 mWのレーザー照射後でも 




















Figure 1-5  
COVの電子顕微鏡写真  






Figure 1-6  
cyt.c還元した還元型COVとジチオナイト還元した還元型 COVの吸収スペクトル  
A : cyt.cで還元した還元型COV、B :ジチオナイト還元した還元型 COV、 C : B-Aを10倍に拡大


















対して Method 2, 3, 4では十分に濃縮しても体積が 1500 µl程度あるので測定に十分であるといえる。
Method 3, 4で界面活性剤を取り除く樹脂を添加したところレーザー照射への耐性が飛躍的に向上し
た。Method 4のCOVについて Table 1-1、Figure 1-2を見ると2 mW以上のレーザー照射でRCRはほとんど
変化しないことから、COVに対してレーザーが与える影響はパワーに依存しないと考えられる。 Figure
1-3を見るとRCRが高いCOVはイオノフォアを添加してプロトン駆動力を解消させた後の反応速度が高
い。調製に使用した可溶化のCcOはMethod 3,4共に同じで、 COVの調製にかかる時間はMethod 4の方が
長いので、酸素還元反応速度の違いが CcOの損傷によるものであるとは考えにくい。残る可能性はベシ
クルの質が考えられる。現時点ではその違いを明らかにすることは出来ないが、 Method 4で調製された 
COVのベシクルは Method 3のものより質が高く CcOにとってミトコンドリア中での状態に近いことから 
Method 4の方がイオノフォア添加後の酸素還元反応速度が高いのではないかと考えられる。 Method 3,4
のCOVのイオノフォア添加前の酸素還元反応速度が同じなのは Method 3のCOVの方がベシクルの質が
低く、十分なΔµH+を生成出来ず、呼吸調節による酸素還元反応速度の抑制も不十分であるため、 CcOの






















       MC1-100DG (???????) 1 m single polychromator????? : 1200 grooves/mm
       CCD-1024×256-OPEN-1LS (?????) CCD (140 K???????) 
• ????
       He - Cd Laser (Kimmon Koha) 441.6 nm??
• ??????
       USB4000 (Ocean Optics) ???? : 200?1100 nm??
• ???????






???4.5 mm×4.5 mm×50 mm???????????????????????6 mm????????
???????????????????????????????????(20ºC) ?????????
??????????????????????????????????????????135º???
?????????????????? (Figure 2-2) 






??heme??????? (400-450 nm) ??????????????????????????heme?
???????????????????? (Figure 2-4??) ??????????????????
Figure 2-4?????????650 nm??????????????????????????????
?????????????? (Figure 2-3) ??????650 nm???????????????????
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をFigure 2-4に、それぞれの光源で測定した吸収スペクトルを Figure 2-5に示す。 Figure 2-5を見ると

















灰 : シャープカットフィルターなし (露光時間 : 1.5 msec) 、赤 : シャープカットフィルターあり (露光
時間 : 25 msec) 、青 :シャープカットフィルターで光を一部カット (露光時間 : 25 msec) 










灰 : シャープカットフィルターなし (露光時間 : 1.5 msec) 、赤 : シャープカットフィルターあり (露光



































赤線 :検出される光源の強度変化、丸 :箱内の温度変化 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粉末のRhodamine123を水に溶解し、終濃度1 mMにしたものを1 ml程度分注し、−80 ºCで凍結保存し
た。光路長1 cmのキュベットに Rhodamine123を20 µl取り、水 (もしくはエタノール、ブタノール ) で希釈
(終濃度10 µM) して吸収スペクトルを測定した。
CcOを含まない空のリポソーム (脂質濃度8.8 mg/ml)にRhodamine123 (終濃度10 µM) を添加した。この
試料にNaOHを添加し、全体をアルカリ性にした後にHClを添加すると、リポソームの内外でΔpHが生
じΔΨを生成する。この現象を利用して Rhodamine123の性能を評価した。

























Rhodamine123の吸収スペクトルを Figure 3-1に示す。 Rhodamine123は異なる疎水性条件下で吸収スペ
クトルが変化する。 Figure 3-1を見ると疎水性が強くなるにつれて吸収極大が長波長シフトし、吸光度
が大きくなる事が分かった。
Figure 3-1  
Rhodamine123の吸収スペクトル  
Figure 3-2にpH変化に伴うΔΨの生成による吸収スペクトル変化を示す。アルカリ性条件下の空のリポ
ソームにHClを添加すると、リポソーム内がアルカリ性、外液が酸性になりΔΨ  (pHinside=11.1, 
pHoutside=6.75) を生成する (Figure 3-2A) 。その後、プロトンがリークする事で膜内外のpHが等しくなり




そこで、 524 nmの吸光度変化を記録したものをFigure 3-3に示す。 (a) はHClの添加でΔpH=2.25 
(pHinside=9.25, pHoutside=7.0) のΔΨが発生する時の吸光度変化、 (a’) はHClの添加でΔpH=4.35 (pHinside=11.1, 
pHoutside=6.75) のΔΨが発生する時の吸光度変化、 (b) (b’) は (a) (a’) にそれぞれイオノフォア (15 µM
valinomycin, 10 µM FCCP) を添加したものである。 (a) (a’) を見ると電位の生成に伴い吸光度の上昇が見








    
 
Figure 3-2  
Rhodamine123の吸収スペクトル  
A : ΔΨ発生時 (pHinside=11.1, pHoutside=6.75) の吸収スペクトル、 B : ΔΨ消失後 (pHinside=6.75, pHoutside=6.75) の





    
  
Figure 3-3  
524 nmの経時変化  
(a) : HClの添加でΔpH=2.25 (pHinside=9.25, pHoutside=7.0) のΔΨが発生する時の吸光度変化、 (a’) : HClの添
加でΔpH=4.35 (pHinside=11.1, pHoutside=6.75) のΔΨが発生する時の吸光度変化、 (b) (b’) : (a) (a’) と同様の方
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いて詳しく調べる事にした。また、 Mixed-valence CN-結合型 (heme a2+, heme a33+- CN-) COVの共鳴ラマ

















100 mMジチオナイト水の場合は同様の手順で粉末ジチオナイト 17.4 mgに対し窒素水1 mlを加えた。
完全還元型COVの調製法
200 µlのCOV (1.5~2.1 µM) を測定用セルに入れ、セプタムで蓋をしてセプタムと測定用セルの間に隙
間ができないようにパラフィルムをしっかりと巻きつけた。十分に脱気、窒素置換し、 500 mMジチオ
ナイト水を 2 µl (終濃度5 mM) 添加し、10分程度静置し完全還元型COVとした。可溶化CcOの場合は測
定用Bufferにデシルマルトシド (終濃度0.2 ％) を加え、同様の手順で調製した。
 41 
   
 













Mixed-valence CN-結合型COVはRousseauらの方法に基づいて調製を行った [28] 。200 µlのCOV (1.5~2.1 
µM) を十分に脱気、窒素置換し、100 mMジチオナイト水を 2 µl (終濃度1 mM) 添加し、30分静置した。
そこへ 100 mM KCN (in 100 mM NaOH) を4 µl (終濃度2 mM) 添加した。この時pHが大きく変化 (pH7.2か
ら10.1) するので、 HClを添加して pH7.2程度まで速やかに戻した。その後、空気を導入して十分に撹拌










が行われΔµH+が生成する。酸素還元反応は還元型COVに酸素が結合することで始まる (Figure 0-4) ので
酸素の供給がなければ、COVの反応サイクルは還元型で停止する。この事を利用して ΔµH+を伴う還元
型COVを調製した。測定用のセルにΔΨのインディケーターである Rhodamine123を終濃度10 µMになる
ように添加したCOV (1.5～2.1 µM) を200 µl入れ、セプタムで蓋をしてパラフィルムで密閉した。吸収ス





ルを5 sec毎に取得し、共鳴ラマンスペクトルはレーザーパワー 10mW、積算時間1 minで記録し続けた。
測定用のセルにRhodamine123を終濃度10 µMになるように添加したCcO (2 µM) を200 µl入れセプタム
で蓋をし、パラフィルムで密閉した。測定開始 1 min後にアスコルビン酸 (終濃度25 mM) を添加、更に2 
min後にcyt.cを添加すると酸素還元反応が始まった。その1 min後からセル内に窒素ガスを流し、セル内
の気相を窒素ガス置換した。この時添加するcyt.cの終濃度を5, 10, 20, 30 µMで実験を行い還元型CcOの












   
  
  
    
       
         
    
 
4−3結果と考察
Figure 4-1に還元型COV、還元型CcOの吸収スペクトルを示す。 444 nmにソーレー帯が、604 nmにα帯
が見られる。COVとCcOのスペクトルはソーレー帯や α帯など本質的には同じであった。しかし、COV
ではベシクルによる光の散乱の為に短波長側にいくほど見かけの吸光度が高くなっていた。




の振動モードや側鎖の振動モードが見られるFigure 4-2を見るとCOVとCcOではheme a2+のδvinyl (Cβ-
CH=CH2 bending) である436 cm-1のバンド[28, 29]はCOVでは可溶化のCcOに比べて低波数シフトており、 




転、heme平面とFe原子の相対位置の変化のいずれかが原因であると考えられる。 [31, 32] Fe-His結合の変
化は酸素分子との結合の親和性に影響を与える [33] ことが分かっており、これが呼吸調節に関わってい
ることも考えられる。
Figure 4-3にCOVの完全還元型、mixed-valence CN-結合型の吸収スペクトルを示す。 mixed-valence CN-
結合型CcOでは、heme a3にCN-が結合することで、 heme a3に由来する吸収帯が425 nmにシフトするた
め、441.6 nmで励起して共鳴ラマンスペクトルを測定すると heme aのみが共鳴効果を受け観測される。
Figure 4-4に完全還元型CcO (COV) とmixed-valence CN-結合型CcO (COV) の共鳴ラマンスペクトルを
示す。 (A) は完全還元型COV (a2+, a32+) 、 (B) はmixed-valence CN-結合型COV (a2+, a33+-CN-) 、 (C) はA - 
B (COV heme a32+) 、 (D) は完全還元型CcO、 (E) はmixed-valence CN-結合型CcO、 (F) はD-E (CcO heme




















A, A’ :還元型COVの共鳴ラマンスペクトル、 B, B’ :還元型CcOの共鳴ラマンスペクトル
C : B - A、C’ : B’ - A’
励起波長は441.6 nmで積算時間は30分。COV濃度は1.7µM、CcO濃度は2µMで測定した。












   
 
Figure 4-4  
COVおよびCcOの共鳴ラマンスペクトル  
A :完全還元型COV (a2+, a32+) 、B : mixed-valence CN-結合型COV (a2+, a33+-CN-) 、C : A - B (a32+) 、D :
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これは443 nmの吸光度変化の時定数(3.0 ± 1.4 min)と同じであると言える。この時の T5から5分間  (もし
くは1分間) のスペクトル、完全還元型のスペクトル、それらの差スペクトルを Figure 4-7に示す。差スペ
クトルを見ると ΔµH+の有無によって強度変化が見られた。
T5以降の443, 524 nmの吸光度変化を見ると時定数が一致していることから、 443 nmの吸光度変化は 
ΔµH+が関わっていると考えられる。 Figure 4-8にT5の時点での吸収スペクトル、測定開始 60分後の 
ΔµH+の消失後の吸収スペクトル、それらの差スペクトルを示す。差スペクトルに現れる 444 nmの吸光
度から還元型hemeの割合を算出すると45 ± 5％ (n=4) である。また、Figure 4-7A’を見るとheme a32+に
特徴である213 cm-1のνFe-His[30] が消失している。更に 364 cm-1はheme a32+のγ6[34-36] 、357 cm-1は 
hema a2+のγ6[28] である。これらは酸化還元マーカーとして用いられており、 Figure 4-7Cで357 cm-1に
差が見られず、 364 cm-1が強度変化していることからも、 ΔµH+が発生している間は heme aは2価の状態
で、heme a3は3価の状態であるといえる。また、この差スペクトルは Figure 4-4Cとも一致している事も 
a2+, a33+であることを支持している。これらの結果から ΔµH+が最大の時は酸素が無く、cyt.cからの十
分な電子供給があるにも関わらず、 heme aからheme a3への電子伝達が起こらないと考えられる。定常
状態における分子内の律速段階はheme aからheme a3への電子伝達であることが分かっている。 [37] 
heme a、heme a3の鉄原子はCcO中での垂直位置はほとんど変わらないことから、ΔµH+による電場が 
hemeに与える影響は heme a、heme a3共に同じであると考えられる。この事から heme aからheme a3への
電子伝達を制御するのはhemeの側鎖もしくは Helix Xへの電場の影響である可能性が高い。Helix Xは 
heme aとheme a3の間に存在し、His378とHis376を介してそれぞれ結合している。 [38] Helix Xはheme a3
の酸化還元、配位子の変化により構造が変化することが分かっており、 H-pathway上のH+もしくは水分









還元型CcOのソーレー帯 (443 nm) の吸光度変化  
CcO (2 µM) 、アスコルビン酸 (25 mM) 存在下で測定を開始し、測定開始2分後にcyt.cを更に1分後に 
気相の窒素ガス置換を開始した。溶液中の酸素が尽きたところで還元型 CcOが生成された。測定開始60 








cyt.c (550 nm) 、rhodamine123 (524 nm) 、還元型COVのソーレー帯 (442 nm) の吸光度変化
実線はイオノフォアを含まない ΔµH+を生じるCOVでの測定結果で、破線はイオノフォアを含む ΔµH+が
生じない時の測定結果である。測定開始から1分後 (T1) でアスコルビン酸 (終濃度25 mM) を添加し、そ
の2分後 (T2) にcyt.c (終濃度 30 µM) を添加した。cyt.c添加から1分後に測定用セルに窒素ガスを流した。






      
   
Figure 4-7  
ΔµH+存在、非存在下における還元型COVの共鳴ラマンスペクトル  
A : Figure 4-6T5から5分間測定した共鳴ラマンスペクトル、 A’ : Figure 4-6T5から1分間測定した共鳴ラ







   
Figure 4-8  
Figure 4-6のT5および60 minにおける吸収スペクトル  
A : T5の吸収スペクトル、 B : 60 minでの吸収スペクトル、 C : B-C
差スペクトルに現れる 444 nm (ソーレー帯) の吸光度からAとBの濃度差を計算し、T5時点での還元型 
hemeの存在比を計算した。 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測定を行った結果、酸素が無く、十分な電子供給源があるにもかかわらず heme aからheme a3への電子
伝達が行われないことが分かった。呼吸調節状態にあるCcOはheme aからheme a3への電子伝達を制御
する事で酸素還元反応速度の調整を行っていると考えられる。 ΔµH+による電場がhemeに与える影響は 
heme a、heme  a3共に同じであると考えられる。この事から heme aからheme a3への電子伝達を制御する
のはhemeの側鎖もしくは Helix Xへの電場の影響である可能性が高い。特にHelix Xは2つのhemeの間に
存在し、His376とHis378を介して繋がっている。完全還元型について COVとCcOを比較した結果、heme
a2+のδvinyl (436 cm-1) 、heme a3のνFe-His (214 cm-1) が変化していた。 δvinylの低波数シフトはHelix Xによる 
heme aのビニル基への立体障害の影響が減少しているためである。 νFe-Hisの強度の変化は酸素分子との
結合の親和性に影響を与えるような変化を意味し、これも呼吸調節に関わっていることも考えられる。
これらの変化はHelix Xの周辺で起こっている。更に Helix Xはheme a3の酸化還元に伴い構造変化を起こ
し、H-pathway上で水分子のゲートの役割をしている。これらを踏まえると、本研究で見出された heme
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ナスフラスコの底に脂質の薄膜 (20 mg PC, 3.2 mg PE, 3.2 mg CL) を形成し1.5時間乾燥する
↓




CcO (終濃度 1 µM) 添加し4 ℃で5分間撹拌
↓
300 ml 100mM HEPES-Na (pH 7.4) (4ºC、4時間透析) 
↓
600 ml 10 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 27 mM KCl, 73 mM Sucrose (4ºC、4時間透析) 
↓
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose (4ºC、2時間透析) 
↓
600 ml 1 mM HEPES-Na (pH 7.4) , 30 mM KCl, 80 mM Sucrose (4ºC、12時間透析) 
↓

























COV (1.5-2.1 µM) 、Rhodamine123 (10 µM) の混合液を200 µl測定用セルにとりセプタムでフタをする
↓1 min
アスコルビン酸 (終濃度25 mM) 添加  
↓2 min
還元型cyt.c (終濃度30 µM) 添加  
↓1 min  
N2ガス導入 (<1 L/min) 
Mixed-valence CN-結合型COVの調製




ジチオナイト水 (終濃度1 mM) 添加
↓30 min  
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